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論 文 内 容 要 旨
緒 論
鉄酸化細菌(Thiobacillusferrooxidans)は グラム陰性の短桿菌で、
pH2付 近 の強酸性環境下 で第一鉄 イオ ン(Fe2+)及 びあ る種の還元型硫
黄化合物を酸化す ることによ りエネルギーを獲得す る絶対独立栄養細菌
であ る。 この細菌 は、我が国 において鉱山排水処理 プラン ト、湿式製錬
における鉄の除去工程 、硫化水素ガスの処理 プ ロセス等で工業的に利用
されている。また、世界的 に もバ クテ リア リーチ ングに使用 される細菌
と して、基礎的 レベルか ら工業化段階 までの広 い範囲で研究 と実用化が
進め られてい る。 しか しなが ら、生育環境 や培養条件の特殊性、増殖速
度 の遅 さ等の問題か らこの細菌の遺伝子 レベルでの解析 はあ まり行われ
てお らず、従 って遺伝子操作系 も開発されて いなか った。
一般 に、遺伝子操作系 の構築 にあた っては、形質転換体を選抜す るた
めの選択マーカーが必要 となる。鉄酸化細菌 の場合の選択マーカーと し
ては、大腸菌等 において用 い られる抗生物質が強酸性下では不安定 なも
のが多 いため、重金属 に対す る耐性がその候補 と してあげ られ る。鉄酸
化細菌 は、多 くの重金属 イオ ンに対 す る耐性を有 しているが、水銀 イオ
ン(Hg2+)、 銀 イオ ン(Ag+)等 に対 して は通常感受性であ る。 しか し
なが ら、 この細菌の一部の単離株 には、Hg2+に 対 して耐性を示す ものが
見 いだされて いる。 そのHg2+耐 性の機構を解明 し、さ らにその遺伝子 を
単離す ることがで きれ ば、鉄酸化細菌用 の選択マーカー遺伝子 として利
用できると考え られる。
本研究では、 これ まで まった く研究が行われていなか った鉄酸化細菌
の水銀耐性遺伝子 にっ いて、その全体像を解明す ることを目的 と した。
まず、水銀 耐性構造遺伝子 を単離 し、その構造解析を行 った。次 いで、
構造遺伝子 中に含まれ る里erCについて、 その遺伝子産物の機能を明 らか
に した。 さ らに、構造遺伝子 とは染色体DNA上 で離iれた位置 に存在す る
調節遺伝子皿erRの単離 と構i造解析を行 った。そ して、merR遺 伝子産物 と
プ ロモーター領域DNAと の結合 について調べ るとともに、鉄酸化細菌 の
水銀耐性 システムの全体像 を考察 した。
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第1章 水銀耐性構造遺伝子の単離と構造解析
鉄 酸 化細 菌 の水 銀 耐 性 遺伝 子 を見 いだす 目的 で 、 そ の単 離 株 につ いて
HgC12を 含 む固 形 培地 上 で のHICを 調 べ 、水 銀 耐性 を有 す る単離 株5株
を得 た(Table1)。 菌 体粗 抽 出液 のHg2+イ オ ン依存 のNADPH酸 化 活 性
を測 定 した と ころ、 うち3株 に活 性 が認 め られ た(Table1)。 この3
株 の染 色体DNAに 対 し、Tn501の 水 銀耐 性 遺 伝 子 を プ ロー ブ と してサ ザ
ンハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン分析 を 行 った と ころ、Fig.1に 示 す とお りE-
6、E-7株 で は2カ 所 、E-15株 で は1カ 所 のハ イ ブ リダイズ す る領 域 が
存 在 した。 よ り解 析 が 容 易 と思 わ れ るE-15株 の水 銀 耐性 遺 伝 子 につ いて 、
まず 検 討 を進 め た 。
コ ロニ ー ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン法 に よ り、E-15株 の染 色 体DNA上 の
水 銀 耐 性遺 伝 子 を4.6kbSalI断 片 の形 で大 腸 菌 のpUCプ ラス ミ ドに ク
ローニ ング し、 その ク ロー ンをpTH314と 命 名 した。pTH3ユ4で 形 質転 換 し
た大 腸 菌 は 、 いず れ もHgC12に 対 す るHICが50μg/皿1ま で上 昇 し、鉄 酸
化 細 菌 由来 の水 銀 耐性 遺 伝子 の大 腸 菌 で の 発現 が 確 認 で きた。 ただ し、
そ の発 現 は誘 導 的 な もので に な く、 構 嘆 的 で あ った。 デ リー シ ョンプ ラ
ス ミ ドに よ る解 析 か ら、 大 腸菌 に お け る水 銀 耐 性 の 発現 に必 要 な最 小 領
域 は2.3kbで あ る こ とが 判 明 した 、(Fig.2)。 マキ シセ ル法 に よ り、 こ
の領 域 に コー ドされて い る遺 伝 子 産 物 の 同定 を行 った結 果 、56kDaと16
kDaの2っ の タ ンパ ク質 の 存在 が 認 め られ た(Fig,3)。 塩 基 配列 を ジ
デ オキ シ法 に よ り決定 した結 果 、 大 腸 菌 に お け る水銀 耐 性 の 発 現 に必 要
な最 小 領 域2.3kb中 に は、 そ れ ぞれ143と545の ア ミノ酸 を コー ドす る
2っ のオ ー プ ン リー デ ィ ング フ レー ム(ORF)が 存 在 し、 さ らに143の
ア ミノ酸 を コー ドす る0即 の上 流 に は プ ロモ ー ター様 配 列 も存 在 す るこ
とが 明 らか に な うた(Fig.4)。 この うち 、545の ア ミノ酸 を コー ドす
る遺 伝 子 は水 銀 還 元酵 素 の遺伝 子(皿erA)で あ り、 他 の グ ラム 陰性 細 菌
の皿erAと 塩基 レベ ル及 び ア ミノ酸 レベ ル で高 い相 同性 を示 した。G+C含
有量 及 び コ ドン使 用頻 度 につ い て比 較 を す る と、鉄 酸化 細 菌 の皿erAは 鉄
酸化 細 菌 の他 の遺 伝子 とは顕著 な差 が 認 め られ る一 方 、他 の グ ラム陰 性
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細 菌 のmerAと は共通 性 が 高 か った(Table2)。 この ことか ら、鉄 酸 化
細 菌 と他 の グラム 陰性 細菌 の皿erAで は、 遺 伝 子 の起 源 に共通 性 が 推 察 さ
れ た。 また 、143の ア ミノ酸 を コ ー ドす る遺 伝子 は、Tn塾 の墨 【オ ペ
ロ ンには存 在 せ ず、R100の 皿erオ ペ ロ ンにの み存 在 す る、 これ まで 機 能
未 同定 の タ ンパ ク質 猛erCと 高 い相 同性 が あ った(Fig.5)。 しか しなが
ら、 他 の グラ ム陰性 細 菌 に共 通 して 存在 す る皿erR、merT、 皿erP、merDに
相 当す る遺 伝 子 は 見 いだ され な か った 。
鉄 酸 化 細 菌 の水 銀耐 性 遺 伝子 の転 写 産物 にっ いて、E-15株 よ り抽 出 し
た全RNAを 用 いて ノーザ ンハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン及 びプ ラ イマ ー伸 長
法 に よ る解析 を 行 った。 その結 果 、 転 写 開始 点 は皿erCの 開始 コ ドンよ り
63塩 基 上 流 に位 置 し(Fig.6)、 ま た転写 産 物 の サ イズ は約2.5kbで あ っ
た(Fig.7)。 従 って 、 里erCと 皿erムの 両 遺伝 子 は オペ ロ ン構 造 を と って
いて、 同 一 皿RNA上 に共 転 写 され る ことが 解 明 され た。 ただ し、 水 銀耐 性
遺 伝 子 の転写 産 物 の生 成 は、Hg2÷ で 誘 導 を 行 ったE-15株 よ り抽 出 した全
RNAを 使 用 した場 合 のみ に認 め られ た(Fig.6,Fig.7)。E-15株 のmer
オ ペ ロ ンの プ ロモ ー ター領 域 は、Tn501及 びR100の 血erオ ペ ロ ンの プ ロ
モ ー ター配 列 と高 い相 同性 が 認 め られ た(Fig.8)。 プ ロモ ー タ ー領 域
の上 流 側 には、Tn塾 等 で鯉rAの 下 流 に存在 す るURF-1と 高 い相 同 性 を
持っ 領 域 が認 め られ たが 、 その遺 伝 子 産物 は他 の 細菌 のmerオ ペ ロ ンの
場 合 と同様 に 同定 で きなか った。 鉄 酸 化細 菌 の水銀 耐 性 オペ ロン にっ い
て 、他 の グ ラム陰 性細 菌 と比 較 した もの をFig.9に 模 式 的 に示 した。
第2章merC遺 伝子産物 の機能 の同定
前章で述べ たように、水銀耐性オペ ロン中に存在す る皿er⊆の機能にっ
いては、 これまで明 らか にされて いなか った。 しか し、鉄酸化細菌の水
銀耐性オペ ロン中のmerムのみを発現 させた大腸菌は水銀感受性であ るの
に対 し、塑rCとmerAを 共発現させ た大腸菌 は水銀耐性の形質を示 した。
また、merCの 塩基配列 よ り演繹 した遺伝子産物のア ミノ酸 プ ロファイル
は高 い疎水性を示 した。 これ らの事象か ら、聖erC遺伝子産物 は細胞膜 に
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局在 し、Hg2+の 輸 送 体 の役 割 を 果 た して い る と考 え られ た 。
鉄 酸 化細 菌 の唖 の み を発 現 させ た大 腸 菌 の 水銀 耐 性 を 調べ た と ころ、
Hg2+に 対 し超 感受 性 の形 質 を示 した(Fig.10)。 ま た、 同 じ大 腸菌 を用
い203Hg2+の 取 り込 み活 性 を調 べ た と ころ、Hg2+の 菌 体 内 へ の蓄積 が明
らか に な った(Fig.11)。 一 方 、 大腸 菌 の発 現 ベ クタ ーを 用 いて璽erCを
高 発現 させ 、 遺伝 子 産物 をSDS-PAGE上 で 同定 した と ころ、16kDa付 近 に
そのバ ン ドが 検 出 され た 。細 胞 分 画 を 行 った結 果 、HerCタ ンパ ク質 は膜
画 分 に存在 す るこ とが確 認 さ れ た(Fig.12)。 これ らの結 果 、璽erC遺 伝 ・
子 産物 は細 胞 膜 に局 在 し、merT/P遺 伝 子 産物 と同様 に水 銀 イオ ンの輸 送
体 で あ るこ とが 、初 めて 実 験 的 に証 明 され た 。
第3章 水銀耐性調節遺伝子(merR)の 単離 と構造解析
第1章 で述 べ た よ うに、 鉄 酸 化細 菌E-15株 にお け る水 銀耐 性 の 発現 は
誘 導 的 で あ るに もか か らわ ず 、mer構 造 遺 伝 子 の周 辺 に は調 節 遺伝 子
(阻erR)の 存在 は認 め られ なか った。 従 って 、 皿erRは 璽 構造 遺 伝子 と
は染 色 体DNA上 で 離 れ た位 置 に存在 す る こ とが 予想 さ れ た。
皿erRの ク ローニ ングに あ た って は 、 まず 鉄 酸 化細 菌 の皿er構 造 遺 伝子
を 、Co1E1系 の プ ラス ミ ドと和 合 性 を有 す る大 腸 菌 プ ラス ミ ドpACYC184
に ク ローニ ング した。 この プ ラ ス ミ ドで形 質 転 換 した大 腸 菌 を、E-15株
染 色体DNAのPstI、EcoRI、SalI断 片 の3種 のpUCプ ラス ミ ドラ イ ブ
ラ リーで再 形 質転 換 し、水 銀 耐 性 レベ ル の上 昇 した ク ロー ンを選 抜 した 。
この よ うに して得 られ たmerRを 含 む プ ラス ミ ドを 、 そ れ ぞれpTHR15、
pTHR25及 びpTHR30と 命名 した。 制 限酵 素 地 図を 作 製 し解 析 した結 果 、
pT巫R25はpTHR30の 一 部 で あ り、pT雌15は これ らとは独 立 の断片 で あ る と
判 明 した。 また 、merRを 含 む これ らのDNA断 片 は、染 色 体DNA上 で 構 造
遺 伝 子 とは少 な くと も6kb以 上 離 れ た位 置 に存 在 して い た(Fig.13)。
これ まで解 析 されて きた水 銀 耐 性 遺伝 子 で は、 皿e亟はす べ て構 造 遺 伝子
に隣接 して存 在 して いたが 、本 研 究 の鉄 酸 化 細 菌 の場 合 、merRと 構 造遺
伝 子 とが染 色 体DNA上 で離 れ た位 置 に存在 す る初 め て の例 で あ った。
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pTHR15とpT駅30の 周 辺 領 域 にっ いて ジー ンウ ォー キ ングを行 った と こ
ろ、 これ らの 断片 は染 色 体 上 で近 接 して 存 在 す る ことが判 明 した。 この
2つ のDNA断 片 及 び それ らに挟 まれ る領 域 の 塩基 配 列 を 決定 した と ころ、
2つ の皿erR(皿erRl,merR2 ,)の ほか 、2っ の璽erΩ(merCb里 唾)と3
っ のoRF(oRF-1,0RF-2,0RF-3)が 見 いだ され た(Fig.14,Fig.15)。
この うち、璽erRl、 皿erR2は それ ぞ れ135の ア ミノ酸 を コー ドして お り、
Tn塾 の皿erRと は塩 基 レベ ルで60%の 相 同 性 が あ った。merRL、merR2両
者 の闇 で は、 塩 基 レベ ル で11残 基 の置 換 が 生 じて い るの み で あ り、 極 め
て高 い相 同性 が 認 め られ 牟。2つ の皿erRと それ ぞれ プ ロモ ー ター領 域 を
共 有 す る形 で 、 そ の逆 鎖側 にmerC(merCl,merC2)が 存 在 して い た。
ORF-1とORF-3は いず れ も皿e塾遺 伝 子 産 物 のN一末 端 側 を コー ドす る配 列
と高 い相 同性 を 示 した。 しか しなが ら、ORF-1あ る いはORF-3の 全 長 を
含 む プ ラス ミ ドで形 質転 換 した大 腸 菌 は水 銀 還 元 酵 素活 性 を 示 さ なか っ
た。 一 方 、ORF-2は トラ ンス ポ ゾ ンTn7のtnsA遺 伝子 産 物 のN一末 端 側 を
コ ー ドす る配列 と相 同性 を 有 して いた が 、ORF-1と 遺伝 子 の 融合 が 生 じ
て い る部分 か らはtnsAと の相 同 性 は認 め られ な くな って い た。 これ らの
遺 伝 子 の構 成 は 、ORF-2を 対 称 の 中心 と した唖 一 皿erC一 皿e塾の一 部 と
い う形 の鏡 面構 造 で あ り、Tn7が 介 在 した遺 伝 子 の 重複 、 逆 位 お よび 融
合 が複 数 のス テ ップ生 じた ことの結 果 によ る もの と推察 され た。
ロ
2っ のme亟(里erRl,皿erR2)の うち、 どち らが 鉄 酸化 細 菌 中 で発 現 し
て い るか確認 す るため に、 競争 的 なプ ライ マ ー伸 長 法 に よ り実 際 に転 写
され て い る側 のmRNAの 同 定 を行 った(Fig.16)。 そ の結 果 、 いず れ の 遺
伝 子 も同 程 度鉄 酸 化細 菌 中で転 写 され て お り、 少 な くと も転写 レベ ル で
は両遺 伝 子 と も活 性 が あ る ことが 判 明 した。 た だ し、 そ の転写 産 物 の 量
は極 めて 少 な く、 これ らのmerRの 発 現が 抑 制 され て い ると考 え られ た。
鉄酸 化 細 菌 の2っ の皿erRの 遺 伝 子産 物 につ いて 、 これ まで報 告 され て
い る他 の細 菌 の もの と比 較 を行 った(Fig.ユ7)。 ア ミノ酸配 列 の比 較 で
グ ラム陰 性 細菌 のmerR遺 伝 子産 物 とは56-57%、 グラ ム陽性 細 菌 とは32
-38%の 相 同性 を 示 した
。、また 、DNAへ の結 合 に関与 す るヘ リックス タ
ー ンヘ リックス構造 の部 位 はよ く保存 され て い た
。
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第4章HerRタ ンパ ク質 の プ ロモ ー ター領 域DNAへ の結 合
ま
これ まで詳 細 に研 究 され て い るTn501等 グラ ム陰性 細 菌 由来 の水 銀 耐
性 遺 伝 子 で は、 いず れ も調節 遺 伝 子 と構 造 遺 伝 子 が プ ロモ ー タ ー領域 を
重 複 す る形 で、 それ ぞれ 逆 向 きに コ ー ドさ れ て い る(Fig.18)。 この重
複 す る プ ロモ ー ター領 域 に調 節 遺 伝 子璽erRの 遺 伝 子 産物 が 結 合 し、璽erR
自身 の 発現 を 自己調 節 す る と と もに、璽erT以 下 の構 造 遺 伝子 の発現 を抑
制 して い る。 この と きHg2+が 存 在 す る と、HerRタ ンパ ク質 との間 で晩rR
-Hg複 合体 が 形 成 され 、 構造 遺 伝 子 の 発現 が 促 進 され る と考 え られ て い
る。 これ に対 し、鉄 酸 化 細 菌E-15株 の水銀 耐性 シス テ ム で は3つ の プ ロ
モ 「 タ ー配 列 が 存在 して お り、 これ らの配 列(P1,P2,P3)は 、Tn501
等 の プ ロモ ー タ ー配 列 と高 い相 同性 が 認 め られ た6こ の うち、P1とP2は
調 節 遺 伝子 と皿erCの 各 々の プ ロモ ー ター領 域 が重 複 した配 列 とな って い
るが 、 皿er構i造 遺伝 子 の プ ロモ ー タ ー配列(P3)の 場 合 、逆 鎖 側 には調
節 遺 伝 子 は存 在 しな い点 が 異 な って い た(Fig.18)。
E-15株 の2っ の 皿e丞 と3つ の プ ロモ ー タ ー配列 との 相互 作 用 を知 るた
め に、 まず 皿erRi皿erR2を 大 腸 菌 の発現 ベ ク ター に連結 し、大 腸菌 で そ
の産 物 を高 発 現 させ た⇔ 細 胞分 画 を 行 った と ころ、 それ ぞれ のHerRタ ン
パ ク質 は可 溶 性 画分 に濃 縮 され る ことが 明 らか に な った(Fig .19)。 こ
の2っ のHerRタ ンパ ク質(HerRl,MerR2)を 含 む部 分 精製 液 と3つ の プ
ロモ ー ター領 域 のDNA断 片 とを用 いて ゲ ル シフ ト分 析 を 行 った結 果、 い
ず れの 場 合 もプ ロモ ー タ ー領域DNAへ のMerR1、 温erR2タ ンパ ク質 の結 合
が 生 じて い た(Fig.20)。P1か らP3の 各 プ ロモ ー タ ー配 列 を 含 むDNA断
片 とMerRタ ンパ ク質 を 用 いて、 競 争 的 なゲ ル シ フ ト分 析 を行 った結 果 、
P1とP2の 間 で はHerRタ ンパ ク質 との間 の結 合 の強 さ に差 は な く、P3はP1
及 びP2に 比べ て や や結 合 は弱 い こ とが 明 らか にな った(Fig.21)。 この
結 合 の 強 さ の差 異 か ら、 構造 遺 伝 子 と調 節 遺伝 子 の発現 制 御 の 問 に は、
次 の よ うな機 構 が あ る ことが推 察 され た。 す なわ ち、一 般 的 に従属 栄 養
細 菌 に比 べ てエ ネル ギ ー効 率 の低 い独 立栄 養細 菌 の鉄 酸化 細 菌 は、 本 来
不必 要 な外来 の遺 伝子 の発 現量 を 必 要 最小 限 に抑 え る よ うな調 節 を行 う
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と考え られ、Hg2+の 存在の有無で発現量が調節 され る構造遺伝子 よ りも、
まず調節遺伝子の発現量を最小限 に抑 えるよ うな調節が行われ るとい う
作業仮説である。 この作業仮説を証明す るために、HerRタ ンパ ク質の プ
ロモーター配列への結合の強さ とそれぞれの遺伝子の発現の調節 との関
係を、今後解明 してい く必要が ある。
結 論
鉄酸化細菌E-15株 の水銀耐性を支配す る遺伝子 について構造解析を行
い、その全体像を明 らか に した。水銀耐性の発現 には、mer⊆と塑 か ら
な る構造遺伝子 と、染色体DNA上 で構造遺伝子 とは離れ た位置 に存在す
る調節遺伝子merRの 両者が機能単位 と して関与 してい ることを見いだ し
た。 これ まで報告 されてい る他 の細菌 の水銀耐性遺伝子 と比較す ると、
merRの 遺伝子産物によ り構造遺伝子の発現が制御 されてい る点では同 じ
であ るが、耐性の発現 に必 要な遺伝子の構成がよ り単純 であ り、また構
造遺伝子 と調節遺伝子 とが染色体上で離れ た位置 に存在す る点、Hg2+の
輸送体 タンパ ク質 をコー ドす る遺伝子 が これまで機能 が不明 とされて い
たmerCと い う点で相違が あ った。
本研究の結果、鉄酸化細 菌の遺伝子操作系の選択マーカー として充分
活用で きる鉄酸化細菌由来 の水銀耐性遺伝子を確保す ることがで きた。
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論 文 審 査 の 要 旨
本 論 文 は鉄 酸 化 細 菌ThiobacillusferrooxidansE-15株 の 水銀 耐性 を支 配 す る遺 伝 子 の構 造,
発現 制 御 につ い て解 析 を 行 い,そ の 全 体像 を 明 らか に した もの で あ る。
まず,天 然 よ り,水 銀 耐 性 鉄 酸化 細 胞 を5株 分 離 し,そ の うち の1株,E-15株 に つ い て水 銀
耐性 遺 伝 子 の ク ロー ン化 を 行 った。 す なわ ち,コ ロニ ー ハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョン法 に よ り,染 色
体DNA上 の水 銀 耐 性 遺 伝 子 を4、6kbSalI断 片 の形 で大 腸 菌 のpUCプ ラス ミ ドに ク ロー ソ化 し,
pTM314と 命 名 した 。 大 腸 菌 に お け る水 銀 耐 性 の発 現 に必 要 な 最 小 領 域 は2.3kbで あ り,塩 基 配
列 を決 定 した とこ ろ,そ れ ぞ れ143と545の ア ミノ酸 を コー ドす る2つ の オ ー プ ン リー デ イ ー ング
フ レー ム(ORF)が 存 在 し,143の ア ミノ酸 を コ ー ドす るORFの 上 流 に は プ ロモ ー タ ー様 配 列 も
存 在 す る こ とが 明 ら か に な った 。545の ア ミノ酸 を コ ー ドす る遺 伝 子 は 水 銀 還 元 酵 素 遺 伝 子
(merA)で あ り,143の ア ミノ酸 を コー ドす る遺 伝 子 は,R100のmerオ ペ ロ ンに のみ 存 在 し,こ
れ ま で機 能 未 同 定 の タ ンパ ク質MerCと 高 い相 同 性 を 有 してい た 。 水 銀 耐 性遺 伝 子 の転 写 産 物,
転 写 開 始 点 の 解 析 よ り,InerCとmerAは オ ペ ロン構 造 を と って お り,同 一mRNA上 に 共 転 写 さ
れ る ことが 判 明 した 。
鉄 酸 化 細 菌 の水 銀 耐 性 オ ペ ロ ン中 のmerAの み を発 現 させ た大 腸 菌 は,水 銀 受 性 で あ るの に対
し,merCとmerAを 共 発 現 させ た 大 腸 菌 は水 銀 耐性 の形 質を 示 した 。merCの み を発 現 させ た 大'
腸 菌 はHg2+に 対 し超 感 受 性 を 示 し,Hg2+の 菌対 内 へ の 蓄積 が認 め られ,さ らにmerCタ ンパ ク質 は
膜 画 分 に 存 在 して い た。 この結 果,merC遺 伝 子産 物 は細 胞 膜 に局 在 し,水 銀 イ オ ンの輸 送 体 で あ
・る こ とが 判 明 した
。 次 に水 銀 耐 性 調 節 遺 伝 子merRを ク ロー ン化 し,塩 基 配 列 を決 定 して解 析 し
た と こ ろ,2つ のmerR(merR1,merR2),2つ のmerC(merCl,merC2)と3っ のORFが 見 い だ され,
merRはmerAと6kb以 上 離れ て存 在 して いた 。 これ らの 遺 伝 子 の構 成 は,ORFの 一 つ,ORF
-2を 対 称 の 中 心 と したmerR-rnerC-merAの 一 部 と い う鏡 面 構 造 を と っ て い る こ と が 分
か った 。2つ のmerRと3つ の プ ロモ ー タ ー配 列 との相 互 作 用 を 解 明 す るた め,merRlとmerR2'
を大 腸 菌 の発 現 ベ ク ター に連 結 し発 現 させ,細 胞 分 画 した と き,MerRタ ンパ ク質 は 可 溶 性 画 分
に存 在 した 。 ゲル シフ ト分析 に よ り,merRlとmerR2は と もに3つ の プ ロモ ー タ ー領域DNAへ の
結 合 が 示 され た 。
以 上 の よ うに,本 論 文 は 今 ま で殆 ど研 究 され な か った 鉄 酸 化細 菌 の 水銀 耐性 遺 伝 子 の 構 造,発
現 制 御 機 構 に つ い て解 明 を 行 った もの で,細 菌 の 水 銀 耐 性 遺 伝 子 に つ い て新 知 見 を 加 え る と思 わ
れ,審 査 員 一 同 は 著 者 に博 士(農 学)の 学 位 を 授 与 す るに 値 す る もの と判 定 した 。
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